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几丁质降解放线菌对棉花枯、黄萎菌的作用
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　　[摘　要 ]　对从土壤中分离到的 58 株放线菌进行了皿内拮抗试验及利用几丁质能力测定, 在此基础上筛选

出了 F104, F105 2 株产几丁质酶的菌株, 并测定了其对棉花枯、黄萎菌的离体和活体抑制作用。皿内观察发现,

F104 和 F105 均可寄生于棉花黄萎菌, F105 还可寄生于棉花枯萎菌。平皿扩散试验结果发现, F104 和 F105 的培养

滤液无论经高温处理与否, 均能使棉花黄萎菌呈现畸形菌丝, 而经高温处理的 F104 还可使棉花枯萎菌表现为畸形

菌丝。抑制靶标致病菌寄主活体定殖作用的研究结果表明, F104 和 F105 处理均表现出不同程度的超前接种防治

黄萎病的作用, 超前接种 F105 的间隔期与棉苗中枯萎菌的检出率呈负相关。
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　　近年来, 许多植病生防工作者从多种微生物 (细

菌、放线菌和真菌)中筛选出分泌高活性几丁质酶的

菌株, 经培养作为生防制剂直接施于植株表面或根

围附近[1～ 6 ]。本研究对从土壤中分离的 58 株放线菌

进行了皿内拮抗试验及利用几丁质能力测定, 从中

筛选出了 2 株产几丁质酶的放线菌, 并测定了其对

棉花枯、黄萎菌的离体和活体抑制作用。

1　材料和方法

1. 1　放线菌的分离筛选

　　采用稀释平板法分离土壤中的放线菌, 以腐皮

镰 孢 菌 ( F usa rium solan i ) 和 尖 镰 孢 菌 ( F.

oxy sp orum ) 为靶标菌, 用琼脂块法测定供试菌株对

靶标菌的皿内拮抗性; 将分离纯化所得放线菌菌株

接种于几丁质培养基[7 ] , 筛选在培养基上能够生长、

菌落周围有透明圈的菌株。

1. 2　病原菌的皿内寄生能力测定

将靶标致病菌棉花枯萎菌 (F. oxy sp orum f. sp.

vasinf ectum )、棉花黄萎菌 (V erticillium d ah liae) 均

匀接种于适合生长的培养基平板上, 待菌丝布满平

皿后, 把入选的放线菌均匀喷布于平板上继续培养,

定期观察放线菌的寄生状况, 并进行镜检观察。

1. 3　平皿扩散试验

于 PDA 平板上均匀涂抹接种靶标病原真菌,

随之打 5 个孔, 四周孔中分别注入高温处理的和未

处理的 F104 和 F105, 中心孔注入无菌培养液作为

CK。培养 3 d 后观察记载抑菌情况, 并进行镜检观

察, 每处理重复 3 次。

1. 4　抑制靶标致病菌寄主活体定殖作用

靶标菌与生防菌用 3 种不同接种时间处理棉花

种子。处理 1: 用放线菌处理种子后催芽, 待种子露

白后用致病菌进行挑战接种; 处理 2: 用放线菌处理

种子后催芽、播种, 出苗 2 d 后用致病菌进行挑战接

种; 处理 3: 用致病菌处理种子后催芽、播种, 出苗 2

d 后接入放线菌。沙培 10 d 后, 在棉苗茎组织上、

中、下 3 个不同部位分段截取 5 mm 长的组织块, 表

面消毒后在选择性培养基上培养, 检测生防菌对靶

标致病菌在寄主幼苗体内定殖能力的抑制作用[1 ]。

2　结果与分析

2. 1　皿内抑菌作用

　　对 58 株放线菌进行皿内抑菌作用的测定 (表

1)发现, 对腐皮镰孢菌拮抗作用显著的有 6 株菌株,

占总菌株数的 10. 3% ; 对尖镰孢菌拮抗作用表现较

强的有 12 株, 占总菌株数的 20. 7%。对 2 种镰孢菌

均表现出较强拮抗作用的有 F099, F104 和 F131

3 个菌株。
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表 1　放线菌抑菌作用测定结果

T able 1　A ntagon ist ic effect of actinom ycetes on F usarium solan i and F. oxy sp orum spp.
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　　注:“- ”表示不能利用几丁质;“+ , + + , + + + , + + + + ”分别表示利用几丁质的能力。

N o te:“- ”Indicates ch it in can no t be u tilized;“+ , + + , + + + , + + + + ”Indicates the ab ility to u tilize ch it in.

2. 2　分泌几丁质酶能力测定

由于大量离体和活体试验缺乏相关性, 对于一

些离体条件下通过皿内抑菌试验确定的不产生抑菌

物质或抑菌作用弱的菌株, 不能轻易淘汰。本试验将

菌株能否产生几丁质酶作为另一个分析指标, 对分

离获得的 58 株土壤放线菌接种几丁质平板, 复筛到

2 株产几丁质酶的菌株。皿内抑菌试验中作用较显

著的 F099, F104, F131 菌株中, 仅 F104 产生几丁质

酶, 并且强度最强。而另 1 株产生几丁质酶的放线菌

F105 的皿内抑菌作用不显著, 两者没有相关性。

2. 3　对病原菌的皿内寄生能力

在供试的 2 个靶标病原真菌中, 通过皿内直接

观察发现, F105 可以寄生于棉花枯萎菌上, F104 和

F105 均可寄生于棉花黄萎菌。显微镜检和扫描电镜

观察发现, 将生防菌接种于棉花黄萎菌和枯萎菌, 病

原菌均产生大量的小菌核或厚垣孢子, 随时间延长,

小菌核或厚垣孢子均出现不同程度的消解。说明接

种生防菌后给靶标菌营造了一个极为不利的生存环

境, 导致病原菌产生休眠结构来抵抗不良生境, 休眠

结构最终还是趋于消解。

2. 4　平板扩散试验

F104 和 F105 2 种放线菌分别对 2 种致病菌的

平皿扩散试验结果显示, 无论哪种放线菌, 无论经高

温处理与否, 均会使棉花黄萎菌呈现出畸形菌丝, 未

经高温处理的 F104 可以引起菌丝溶解; 经高温处

理的 F104 可使棉花枯萎菌表现为畸形菌丝。经处

理的生防菌中厚垣孢子少而稀, 未经处理的厚垣孢

子多而密。

2. 5　抑制靶标致病菌寄主活体定殖作用

用 F104, F105 处理后, 病原菌的检出率均较对

照低 (表 2, 表 3) , 表明 2 种放线菌均可显著抑制棉

花枯萎菌和黄萎菌在棉苗体内的定殖。经 F104,

F105 处理后, 均表现出了不同程度的超前接种防治

黄萎病的作用, F105 处理后棉苗体内黄萎菌的检出

率很低, 而 F104 对棉花黄萎菌定殖作用的影响低

于 F105 (表 2) ; 超前接种 F105 的间隔期与棉苗中

枯萎菌的检出率呈负相关。F104 处理对枯萎菌的抑

制作用比 F105 强 (表 3) , 而对黄萎菌的作用正好相

反, 说明 2 株生防菌对不同靶标菌的作用机理不同。

从表 2 还可以看出, 棉苗中枯萎菌的检出率以

基段最多, 其次为顶段, 中段反而最低, 其机理还有

待于进一步研究探索。
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表 2　棉苗中棉花枯萎菌的检出率

T able 2　D istribu tion of F. oxy sp orum f. sp. vasinf ectum in co tton seedling %

处理
T reatm en ts

F104 F105

基段
Radicel

中段
M iddle

顶段
T ip

基段
Radicel

中段
M iddle

顶段
T ip

空白对照 CK 28. 6 14. 3 0 28. 6 14. 3 0
致病菌 F. oxy sp orum f. sp. vasinf ectum 69. 2 14. 3 35. 7 69. 2 14. 3 35. 7
生防菌A ctinom ycetes F104 o r F105 0 0 0 0 0 0
处理 1 T reatm en t 1 23. 1 15. 4 20. 0 50. 0 0 6. 1
处理 2 T reatm en t 2 0 0 0 31. 6 0 0
处理 3 T reatm en t 3 0 0 0 63. 6 9. 1 18. 2

表 3　棉苗中棉花黄萎菌的检出率

T able 2　D istribu tion of V erticillium d ah liae in co tton seedling %

处理
T reatm en t

F104 F105

基段
Radicel

中段
M iddle

顶段
T ip

基段
Radicel

中段
M iddle

顶段
T ip

空白对照 CK 28. 6 14. 3 0 28. 6 14. 3 0
致病菌 V erticillium d ah liae 100. 0 50. 0 12. 5 100. 0 50. 0 12. 5
生防菌A ctinom ycetes F104 o r F105 0 0 0 0 0 0
处理 1 T reatm en t 1 44. 4 22. 2 12. 5 20. 0 0 0
处理 2 T reatm en t 2 36. 3 20. 8 0 0 0 0
处理 3 T reatm en t 3 81. 2 0 0 20. 0 0 0
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Effects of ch it ino ly t ic act inom ycetes on F usa rium oxy sp orum
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Abstract: T he an tagon ist ic effects and the ch it ino lyt ic ab lity of the 58 iso la tes of the act inom yces w ere

tested in v itro and 2 selected iso la tes F104 and F105 w ith ch it ino lyt ic ab lity w ere screen fo r supp ression of

F. oxy sp orum f. sp. vasinf ectum and V . d ah liae. T he m ycelium of V . d ah liae grow th m alfo rm ed in PDA dif2
fu sion test w ith the cu ltu re filt ra t ion of iso la tes F104 and F105. A n effect ive con tro l resu lt to F. oxy sp orum

f. sp. vasinf ectum and V . d ah liae w ere ob ta ined w hen p re2inocu la t ion of co t ton seedling w ith iso la tes F104

and F105 in greenhou se.

Key words: F. oxy sp orum f. sp. vasinf ectum ; V erticillium d ah liae; ch it ino lyt ic act inom ycetes; b io logica l

con tro l
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